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David Šafránek
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Obsah
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Chováńı kolonie E. coli při nutričńım stresu

• p̌ri nedostatku kĺıčových prvk̊u (nap̌r. uhĺıku) omezuje E. coli
děleńı
⇒ p̌repnut́ı režimu vývoje

• za p̌ŕıhodných podḿınek exponenciálńı fáze r̊ustu populace
• p̌ri stresu p̌rechod k stacionárńı fázi r̊ustu populace
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Výřez transkripčńı śıtě E. coli (citlivý na stres)
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D. Ropers, H. de Jong, M. Page, D. Schneider, J. Geiselmann, “Qualitative simulation of the carbon starvation

response in Escherichia coli.”, BioSystems, 84(2):124-152. (2006)



Model nutričńıho stresu E. coli Validace modelu Selekce optimálńıch mechanismů

Reakce transkripčńı śıtě E. coli na nutričńı stres

• nedostatek uhĺıku signalizován zvýšeńım koncentrace cAMP

• komplex cAMP-CRP působ́ı jako represor proteinu FIS
(součást́ı pozitivńı zpětné vazby)

• FIS je kĺıčový protein

• aktivuje transkripci RNA
• nep̌ŕımo snižuje negativńı supercoiling DNA (kompresi)



Model nutričńıho stresu E. coli Validace modelu Selekce optimálńıch mechanismů
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Reakce transkripčńı śıtě E. coli na nutričńı stres

• p̌ŕıtomnost signálu cAMP má za následek sńıžeńı syntézy RNA

• docháźı tedy k omezeńı aktivity buněčného děleńı
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Reakce transkripčńı śıtě E. coli (zlepšeńı podmı́nek)

• vypnut́ı signálu cAMP má za následek zvýšeńı syntézy FIS
• docháźı k aktivaci produkce RNA
• docháźı k utilizaci komprese DNA
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Model nutričńıho stresu E. coli

• známá data:
• proteiny a jejich transkripčńı regulace

- zde fis, cya, crp, top, gyr
• signálńı dráhy

- zde cAMP

• neznámá data:
• hodnoty produkčńıch a degradačńıch konstant
• nelze tedy p̌ŕımo modelovat dynamiku pomoćı dif. rovnic

• jak modelovat transkripčńı dynamiku nutričńıho stresu?

• pomoćı kvalitativńıho modelu
• abstrakce od kvantitativńıch údaj̊u (hodnoty konstant)
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Model nutričńıho stresu E. coli Validace modelu Selekce optimálńıch mechanismů

Aproximace pomoćı schodových funkćı
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Aproximace pomoćı schodových funkćı

Y(0) = 0

Y(0) = 10

dY

dt
= βs−(Y ,K )− γY β = 1, γ = 0.1
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Aproximace pomoćı schodových funkćı
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Aproximace pomoćı schodových funkćı
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kvalitativńı chováńı z̊ustává stejné pro libovolné β, γ, t.ž. β
γ ≥ K
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Aproximace pomoćı schodových funkćı

jak se chováńı změńı, bude-li β
γ < K?
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Kvalitativńı modelováńı a simulace

• nástroj Genetic Network Analyzer (GNA.sim)
http://www.genostar.com/en/genostar-software/gnasim.html

• umožňuje diskrétńı simulaci

• využit́ı aproximace pomoćı schodových funkćı
• prostor řešeńı lze diskretizovat na konečný počet oblast́ı, v

nichž chováńı degraduje v lineárńı rovnice
• ḿısto exaktńı hodnoty koncentrace rozlǐsujeme několik

diskrétńıch úrovńı
• úrovně určeny pozicemi prahových hodnot

• r̊uzná chováńı pro r̊uzné uspǒrádáńı prahových hodnot
schodových funkćı

http://www.genostar.com/en/genostar-software/gnasim.html
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Model nutričńıho stresu E. coli (zhoršeńı podmı́nek)
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Model nutričńıho stresu E. coli (zlepšeńı podmı́nek)
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Daľśı metody pro modelováńı a simulaci buňky

• stochastické modely (diskrétńı i spojité)
• Gillespiho metoda Monte carlo simulace

D. T. Gillespie. ”Exact Stochastic Simulation of Coupled Chemical Reactions”. The Journal of

Physical Chemistry 81 (25): 2340-2361. (1977)

• implemetováno nap̌r. v COPASI
• modeluje se individuálńı chováńı molekul (proměnné mě̌reny

počtem molekul)

• Petriho śıtě
• spojité i diskrétńı (kvalitativńı) simulace
• deterministické i stochastické modely
• existuje řada variant a nástroj̊u
• http://www.informatik.uni-hamburg.de/TGI/
PetriNets/tools/

• procesové kalkuly (BioPEPA, BioSPi, . . . )

http://www.informatik.uni-hamburg.de/TGI/PetriNets/tools/
http://www.informatik.uni-hamburg.de/TGI/PetriNets/tools/


Model nutričńıho stresu E. coli Validace modelu Selekce optimálńıch mechanismů
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• Gillespiho metoda Monte carlo simulace

D. T. Gillespie. ”Exact Stochastic Simulation of Coupled Chemical Reactions”. The Journal of

Physical Chemistry 81 (25): 2340-2361. (1977)
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Pr̊uběh výzkumu v systémové biologii

in silico model
experimenty

in vivo/in vitro

ziskavani znalosti
modelovani

simulace
analyza

vyvoj
technologie

experimentalni analyza
overeni/zamitnuti biologicka data

hypotezy
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Model nutričńıho stresu E. coli Validace modelu Selekce optimálńıch mechanismů

Pojem validace

• poťreba ově̌rit, zda model odpov́ıdá realitě

• postup:
• vybereme vlastnost modelu (zjǐstěnou jeho analýzou)
• provedeme odpov́ıdaj́ıćı in vitro experiment
• postup iterativně opakujeme pro r̊uzné vlastnosti
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Prostředky validace

• nutno mě̌rit vlastnosti živého organismu
• použit́ı high-throughput technologíı
• metoda genového reporteru

• genovým reporterem se rozuḿı umělá subsekvence DNA
zavedená do buňky

• formou umělého plasmidu (exterńı molekula DNA zavedená do
buňky)

• modifikaćı chromozomu (prosťrednictv́ım plasmidu)
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Zavedeńı umělé sekvence DNA do buňky
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Genový reporter

• genový reporter p̌revád́ı aktivitu na určitém promotoru na
mě̌ritelný jev (nejčastěji fluorescence)

• mě̌reńı reportovaného jevu prob́ıhá na populačńı úrovni
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Problémy validace

• obt́ıžná analýza namě̌rených dat

• role laboratorńıch podḿınek

• souvislost reporteru a reportovaného proteinu
• nap̌r. odlǐsná stabilita

• populačńı mě̌reńı může být méně informativńı než mě̌reńı
jednotlivých buněk

• konstrukce a provedeńı experimentu celkově velmi obt́ıžné
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Využit́ı v syntetické biologii

• syntentická biologie — vývoj modifikovaných organismů

• formou plasmidu lze nap̌r. zavést nový funkčńı protein

• modifikace funkčnosti organismu

• výroba nového organismu...
• http://syntheticbiology.org/
• http://web.rollins.edu/~tlairson/tech/synlife5.html

• http://sb4.biobricks.org/

http://syntheticbiology.org/
http://web.rollins.edu/~tlairson/tech/synlife5.html
http://sb4.biobricks.org/
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Konvergence k optimálńım mechanism̊um

• evoluce konverguje k mechanismům, které optimalizuj́ı vývoj
(r̊ust) v daném prosťred́ı

• jedńım z kĺıč̊u optimality je robustnost

• p̌redmětem optimálńıho “vyladěńı” jsou regulačńı mechanismy

• zejména regulace transkripce
• regulace jen tehdy je-li výhodněǰśı
• preference optimálńıch motiv̊u
• udržeńı optimálńı stabilńı koncentrace proteinů
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Optimalizace vzhledem k prostřed́ı

• p̌rizpůsobeńı prosťred́ı z dlouhodobého hlediska

• maximalizace zisku p̌ri co nejnižš́ıch ztrátách

• fitness funkce
• definována pro dané parametry organismu jako celkový rozd́ıl

zisku a ztrát p̌ri sledovaném jevu

• p̌redmětem optimalizace je maximalizace hodnoty fitness
funkce

• hledaj́ı se takové hodnoty parametr̊u, pro které je hodnota
fitness funkce maximálńı



Model nutričńıho stresu E. coli Validace modelu Selekce optimálńıch mechanismů
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Fitness funkce – př́ıklad

• uvažujme proměnné prosťred́ı v němž se určitý jev vyskytuje s
pravděpodobnost́ı p v daném okamžiku

• považujme za tento jev nap̌r. p̌ŕıtomnost glukózy

• jako optimalizovaný jev uvažujme rychlost r̊ustu buněk

• uvažujme následuj́ıćı typy organismů:

o1 obsahuje protein X utilizuj́ıćı glukózu, transkripce X neńı
regulována

o2 protein X transkripčně regulován
o3 protein X neńı p̌ŕıtomen v genomu (ani reguluj́ıćı proteiny)

• která z variant je nejoptimálněǰśı a za jakých podḿınek?
• to regulate or not to regulate?
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• to regulate or not to regulate?
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• uvažujme proměnné prosťred́ı v němž se určitý jev vyskytuje s
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Fitness funkce – př́ıklad

• fitness funkce pro o1:

fo1 = pb − c

b ... zisk z p̌ŕıjmu glukózy, c ... ztráty způsobené syntézou X

• fitness funkce pro o2:

fo2 = pb − pc − r

r ... ztráty způsobené regulaćı X (nap̌r. syntéza reguluj́ıćıch
proteinů)

• fitness funkce pro o3:
fo3 = 0
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Fitness funkce – př́ıklad

• to regulate?

fo2 > fo1 ∧ fo2 > fo3

p < 1− r
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• not to regulate?
fo1 > fo2 ∧ fo1 > fo3

p > 1− r
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∧ p >
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Fitness funkce – př́ıklad
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Fitness funkce – př́ıklad
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Optimalizace regulace – shrnut́ı

• v konstantńıch prosťred́ıch je pro každý protein buď p = 0
nebo p = 1

• nap̌r. paraziti žij́ıćı v prosťred́ı hostitelských organismů
• v takových podḿınkách nedocháźı k regulaci

• ve výrazně proměnných prosťred́ıch je naopak transkripčńı
regulace věťsiny proteinů častým jevem

• nap̌r. bakterie žij́ıćı v půdě (Bacillus subtilis, apod.)
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Optimalizace developmentálńı selekćı – shrnut́ı

• fitness funkce je věťsinou funkćı závislou na prosťred́ı

• fitness funkce sleduje r̊ust populace

• daľśı p̌ŕıklady fitness funkce zahrnuj́ı nap̌r. rozhodnut́ı pro
C1-FFL motiv

• sleduje se robustnost v̊uči krátkým pulz̊um vstupńıho signálu
• C1-FFL se nasad́ı pouze pokud je výskyt takovýchto pulz̊u v

prosťred́ı častý

• organismus má zakódováno v genomu své optimálńı prosťred́ı
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Optimalizace developmentálńı selekćı – odkazy
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